PATENT APPLICATION 



per 

JC2q|P[dPCT/PT0 0 5 MAR 2002 



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 



Group 
Art Unit: 

Attorney 
Docket No.: 

Applicant: 

Invention: 



Serial No: 

Filed: 

Examiner: 



Unknown 



HER0050 




Edmorid D. Roussel et al. 



USE OF PROPIONIC BACTERIA FOR 
PRODUCING PROPIONIC ACID 
AND/OR PROPIONATES IN THE 
COLON 

10/031,477 

January 18, 2002 

Unknown 



Certificate Under 37 C.F.R. 1.8(a) 

I hereby certify that this correspondence is being 
deposited with the United States Postal Service as 
first class mail in an envelope addressed to: 
Assistant Commissioner ofPafents^ashingt^ 
D.C. 20231 

on Febi 




CLAIM FOR PRIORITY 

Assistant Commissioner for Patents 
Washington, DC 20231 

Sir: 

Applicants hereby claim the priority of French Patent Application No. 9909385, filed July 
20, 1999, under the provisions of 35 U.S.C. 1 19. 

A Certified copy of the priority document is eiiclosed herewith. 

RespectfijUy submijt^. 




Anthony Niewyk / > 

SgistrationNo.: 2^,871 
Attorney for Applicant 



AN/mln/221375 

BAKER & DANIELS 

1 1 1 EAST WAYNE STREET, SUITE 800 

FORT WAYNE, IN 46802 

TELEPHONE: 219-424-8000 

FACSIMILE: 219-460-1700 



THIS PAGE BLANK (USPTO) 



W SlHl 



REPUBLlOUt FRANC. A I 



«I?FR00/ 0 2 07| 

0 3 m\ im 

IISPI • 



I INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE- 



WIPO 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION ^ 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la proprlete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 

Fait a Paris, le 2..7...JU.I.l.,...?P00. 



Pour le Directeur general de i'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departennent des brevets 



DOCUMENT DE PRIORITE 




PRESENTE OU TRANSMIS wartine planche 

CONFORMEMENT A LA 
REGLE 17.1. a) OU b) 



INSTITUT 
NATIONAL OE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 PARIS Cedex 08 
Telephone : 01 53 04 53 04 
Telecopie ; 01 42 93 59 30 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI N- 51-444 DU 19 AVRtL 1951 



I 




WIS PAGE BUNK (MPTo, 




26 bis. rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 
Telephone : 01 53 04 53 04 Teiecopie : 01 42 93 59 30 
i— Reserve k riNPI — 



s^/->-- 

Code de la propriete intellectuelle-vA/re VI 

REQUtTE EN D£UVRANCE 

Conflnnation tfun d6ptt par ttlteopie | | 

■ * 

Cel imprirm est i rempJir i I'encre noire en lettres capitaies 



N« 55-1328 



DATE DE REMISE OES PIECES 
N« D'ENREGISTREMENT NATIONAL* 
DtPARTEMENT DE DEPOT 
DATE DE DEPOT 



20 JUIL 1999 
9909385 

75 INPI PARIS 



2 DEMANDE Nature du titre de propridtt industrielle 
5 brewet d'nwention □ demande dhrisionnaire 



[~| certificat d'utilite [U transtormation d'une demande V V^^^ 

de brevet europeen q ^^^^ ^^^^^ 

ftablissemerrtdu rapport de recherche Qdiffere ^ Immedtat 

Le demandeur. personne physique, requiert ie patement echetonne de la redevance Q oui 

Tibre de invention (200 caract^res maximum) 



1 NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU MANOATAIRE 

A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT £TRE ADRESS& 

■ ■ 

CABINET HERRBURGER 

SilS, Boulevard Haussmann 

75008 PARIS 

■ B 

n^'du pouvoir permanent references du correspondant . telephone 
i Oil 44 5il 68 00 



Q certificat d'utilite n" 
I I non 



date 



i 



Utilisation de bacteries propionigues pour la production d'acide propionique et/ou de 
propionates et, le cas echeant, d'acide acetique et/ou d' acetates au niveau du colon 



3 DEMANDEUR (S) n« siren: _ • 

Norn et pr6noms (souligrier ie nom patronymique) ou denomination 

LABORATOIRES STANDA S.A. 



codeAPE-NAF I 



Forme juridlque 



Nationality (s) f ran^aise 

Adresse (s) complete (s) 

68, rue Robert Kaskoreff 
^114050 CAEN CEDEX 



FE^ANCE 



4 INVENTEUR (S) Les inventeurs sont ies demandeuis 



En cas dinsuffisance de place, poursuiwc sur papier fibre Q , 



Q oui non Si la reponse est non, fbumir une designation s^parte 




5 REDUCTION DUTAUXDESREDEVANCES 



I I requise pour la 1^ fois requise anterieurement au d^pM ; joindra copie de la dteislon d'i 



6 DECLARATION DE PRIORTTt OU REQUCTE OU B^&ICE DE LA DATE DE 0£POT D^NE DEMANDE ANTtRIEURE 
pa(ys tfod^im nunte difes de ddptt 



deb 



7 DIVISIONS ant^eures ^ la pr^sente demande 



date 



8 Signature DU DEMANDEUR ouDu I 

(nom et quality du slgnatalre ) 

92- 



IDATAIRE 




SIGNATURE DU PR£P0S£ A LA RECEPTION 



SIGNATURE APRtS ENREGISTREMENT DE LA DEMANDE A Vfi 





INPl 



■ IMSTITUT 
NATIONAL DK 
LA PNOPRIBTf 
INDUSTRIILLS 



BREVET D1NVENTI0N, CERTIFICAT D'UTILITE 



DESIGNATION DE L^»TEUR 

(si 1e demandeur n'est pas I'i^^^ur ou I'unique inventeur) 




DEPARTEMENT DES BREVETS 

26bis, rue de Saint-Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Tel. : 01 53 04 53 04 - T6lecopie : 01 42 93 59 30 



NO D*ENR£GISTREMENT NATIONAL 



TITRE DE L'lNVENTiON : Utilisation de bacteries propioniques pour la production 
d'acide propionique et/ou de propionates et, le cas echeant, d'acide 
acetique et/ou d' acetates au niveau du colon 



LE(S) S0USS1GN£(S) 



LABORATOIRES STZ^vIDA S.A. 



D£SIGNE(NT) en TANT QU1NVENTEUR(S) (indiquer nom, prenoms, adresse et souligner le nom patronymique) : 
ROUSSEL Edmond, Daniel: domicilie, 16, rue St Loup. 14210 AVENAY (France) 

LBGRAND Charle&>. Gabriel, dcmicilie: Les Qnbrages N° 3 14, avenue de Creully 

14000 CAEN (France) 

LBGRAND Marc, Henri*",, dcmicilie: 6, Allee Beaxisejoxir Le Vendcme. 140CX3 CAEN (Fran<jre) 
ROLAND Nathalie,- domicilieec 62, rue Papi Batiment A 35000 RENNES (France) 



NOTA : A titre exceptionnel, le nom de I'inventeur peut §tre suivi de celui de la soctete a laquelte il appartient"(socl6t^ d'appartenance) 
torsque celle-cl est diffgrente de la soci^te d^posante ou titulalre. 



Date et signature (s) du (des) demandeur (s) ou du mandataire 
29.06,1999 

92-1114 




DOCUMENT COMPORTANT DES MODIFICATIONS 



M6E(S) DE LA DESCRIPTION OU DES REVENDICATIONS 
OUPUNCHE(S)DEDESSIN 



TAMPON MTEUR 
DU 

CORRECTEUR 




Un •^anae-^ent a^te i ,a rtdacBon des revendicatons d'origine. sauf si celuKi decoule des dispositions de rardcle R.612.36 
du code de la Propnete Inlellectuelle. est signal* par la mention .R.M.. (revendicalions modiftes). 



La presente invention se rapporte a 1' utilisation 
de bacteries propioniques pour la production d'acide propio- 
nique et/ou de propionates et le cas echeant d' acide acetique 
et/ou d' acetates au niveau du colon, 
5 Depuis quelques arinees, les specialistes nutri- 

tionnistes conseillent a leurs patients une alimentation ri- 
che en fibres auxquelles ils attribuent des effets 
physiologiques et metaboliques pouvant *b6nef icier a la sant6. 

II est connu que les fibres alimentaires r6sis- 

10 tent a la digestion enzymatique dans I'intestin grele et ne 
sont degradees et assimilees qu'au niveau du colon, c'est-a- 
dire de la partie terminale de I'intestin. L'effet ben6fique 
susmentionn6 ne peut done s'exercer qu' a la condition que 
cette degradation et cette assimilation soient aussi comple- 

15 tes que possibles a cet endroit preterminal : le colon. 

Or, on a pu etablir que ces reactions biologiques 
sont consecutives a la fermentation ana§robie des fibres ali- 
mentaires sous 1' action de micro-organismes dans le colon, 
Cette fermentation aboutit a la production d' acides gras vo- 

20 latils a chalne courte (AGCC) , d'hydrogene, de dioxyde de 
carbone et de biomasse. 

Ces acides gras a chalne courte sont essentielle- 
ment 1' acide acetique, 1' acide propionique et 1' acide butyri- 
que ; dans I'organisme sain, ils ne peuvent etre produits 

25 qu'au niveau du colon, vu qu'il s'agit la du seul endroit du 
corps humain ou regnent les conditions anaerobies strictes 
permettant la fermentation a la base de leur synthes-e, a 
1' exception de 1' acide acetique dont une tres faible quantite 
peut etre produite au niveau hepatique. 

30 Or, differentes etudes ont prouve 1' importance de 

ces acides gras volatils k chalne courte qui sont b6n6fiques 
^ la sant6. 

D'apres la litterature, il semblerait que les ro- 
les physiologiques de ces trois acides gras volatils a chalne 
35 courte seraient differents les uns des autres : en effet, les 
acides acetiques et propioniques seraient directement con- 
duits vers le foie ou la totalite de 1' acide propionique se- 
rait metabolisee alors qu'une partie *de 1' acide acetique 
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serait ensuite conduite a differents tissus, tandis que 
I'acide butyrique serait utilise plus specif iquement au ni- 
veau interne de la parol colique. 

La synthese des . acides gras a chaine courte im- 
5 plique done la presence dans le colon, d'une part, d'un subs- 
trat a base de fibres facile a apporter par la nourriture et, 
d' autre part, d'une flore bacterienne 6quilibree et adaptee, 
presente de f agon optimum et constante.' 

Cette flore bacterienne peut provenir soit de la 
10 flore endogene persistante de chaque individu, soit de 
1' alimentation. 

II est, en effet, bien connu que le contenu du 

tube digestif humain qui est specifique a chaque individu et 

correspond approximativement a 1 a 1,5 kg de matieres alimen- 

15 taires en cours de transformation digestive, renferme une im- 

portante population de micro-organismes constituee par un 

melange de nombreuses esp^ces pouvant etre evaluee ^ 10^^ a 
12 

10 cellules par gramme dans le c51on ; cette population 
constitue une masse bacterienne d'un poids certain dont 

20 I'equilibre bon ou mauvais ne peut que dif f icilement etre mo- 
difie radicalement et surtout durablement. 

Par ailleurs, 1' alimentation que I'on ingere 
journellement n'est jamais sterile et est done plus ou moins 
chargee de bacteries (lait, fromage, cidre, vin, biere, char- 

25 cuterie, etc.). Les modifications de la flore colique conse- 
cutives a 1' absorption de ces bacteries ne peuvent toutefois 
etre que temporaires . 

II est, en outre, a noter qu'il a deja ete propo- 
se de tenter de modifier la population microbienne du tractus 

30 intestinal par 1^ administration et en particulier 1' ingestion 
volontaire de cellules bacteriennes reputees benefiques a la 
sante (dites probiotiques) en particulier de bacteries lacti- 
ques ou de bacteries bifides. 

L' introduction dans I'organisme d'une population 

35 importante de ces bacteries soit par le biais d'une alimenta- 
tion particuliere, soit par 1' ingestion directe de ces cellu- 
les microbiennes, a plus particulierement 6te propos6e dans 
le but de limiter le developpement des especes putrefiantes ; 




il est en effet connu que la flore endogene presente dans le 
colon est repartie en differents groupes bacteriens dont cer- 
tains sent inoffensifs^ voire benefiques, tandis que 
d'autres, en particulier . des Clostridium et des. putrefiants 
5 conduisent a la production de substances toxiques et infliien- 
cent n^gativement la sant6- 

L'id6e a la base de 1' invention a consiste a in- 
troduire regulierement dans 1' organisme^ par voie buccale, 
une quantity importante d'une flore microbienne probiotique 

10 apte a favoriser la synthese reguliere d' acides gras volatils 
a chalne courte au niveau colique. 

Parmi les especes microbiennes pouvant etre mises 
en oeuvre k cet effet, les bacteries lactiques ne sont que peu 
adapt6es puisque par leur nature, elles produisent surtout et 

15 avant tout de I'acide lactique et tres secondairement un peu 
d' acide acetique mais pas d'acide propionique ni d'acide bu- 
tyrique - 

En reva%ch.ey^ dess. ba^cter^ies iRd';un autre type , les 
bacteries "^propi.onique^Siyts: sont ,.:capables de -\produare' -abondamment 

20 de 1' acide propionique et de' I'acide aeet-ique #donc, les deux 
acides gras volatils a .chalne courte qui sont appeles k irri- 
guer les r6seaux tissulaires, ce par exemple selon un pour- 
centage de 2/3 d'acide propionique pour 1/3 d'acide ac6tique. 
Ces bacteries sont presentes en alimentation humaine depuis 

25 des si^cles, en particulier dans les fromages a pSte pressee 
cuite ; de plus, elles presentent I'avantage d'etre mieux ar- 
mees que les bacteries lactiques pour avoir une activite- dans 
le colon ou 1' ana6robiose est totale, et par ailleurs, d'etre 
plus resistantes que les bacteries lactiques et les bacteries 

30 bifides pour traverser sans dommage la partie haute du tube 
digestif. 

II est a noter qu'.il a deja ete propose dans la 
litterature de f aSre .^abso^rber des^ bacteries propioniques, en 
particulier pour stimuler le developpement des bacteries bi- 
35 fides dans I'intestin (document WO-97/19689) ou encore pour 
degager du monoxyde d' azote dans le tube digestif humain ou 
animal (document WO-98/27991) . On n'avait cependant jusqu'a 
present jamais eu I'idee d'utiliser ces bacteries pour la 



production d'acides gras volatils a chaine courte au niveau 
du colon. 

La presente invention concerne done 1' utilisation 
de bacteries . propioniques appartenant a des spuches peu auto- 
lytiques s^lectionnees en fonction de leur aptitude, a r^sis- 
ter aux sels biliaires, pour I'obtention d'une composition 
d' alimentation courante ou d'une composition diet^tique ou 
m^dicamenteuse absorbable, elabor^e pour que les bacteries 
soient protegees au moins partiellement vis-^-vis de 
I'acidite gastrique, renfermant au moins 10^ cellules par 
gramme de ces bacteries, susceptible de stimuler et 
d'optimiser la synthese de quantites physiologiquement signi- 
ficatives d'acide propionique et/ou de propionates et, le cas 
echeant, d' acide acetique et/ou d' acetates au niveau du colon 
par fermentation bacterienne anaerobie. 

Pour que ces bacteries puissent avoir I'effet be- 
nef ique escompte, il est indispensable de choisir des souches 
peu autolytiques aptes k atteindre, sans dommage, le colon, 
eventuellement a s'y developper et a produire des quantites 
suffisantes d'acide propionique, 

II est bien connu que les deux stress principaux, 
auxquels les bacteries ing^rees sont soumises lors de leur 
passage dans la partie haute du tube digestif, sont lies, 
d'une part, a I'acidite du milieu stomacal (pH 4 a 2) et, 
d' autre part, a la presence de sels biliaires dans I'intestin 
grele (de I'ordre de 15 mmol/1 au maximum au niveau du duode- 
num) . 

Or, on a pu etablir que des bacteries ayant ete 
exposees a I'acidite stomacale sont fragilis6es et par suite 
inaptes a resister aux sels biliaires, ce meme si elles de- 
meurent viables a la sortie de I'estomac. 

Par suite, conformement a 1' invention, il est in- 
dispensable de faire subir aux bacteries propioniques un 
traitement de nature a leur permettre de ne pas subir le 
stress gastrique correspondant en regie generale a une encap- 
sulation qui peut etre volontaire ou involontaire par exemple 
dans le cas d'un aliment de type fromage. 



Cette situation a ete mise en lumiere grace a un 
test par lequel on a evalue 1' influence du pH acide et des 
sels biliaires successivement ou individuellement sur la via- 
bilite de deux souches de bacteries propioniques laitieres 
5 appartenan.t a la collection TL du LRTL (Laboratoire de - Re- 
cherches de Technologie laitiere - INRA de Rennes) , a savoir 
les souches TL 162 et TL 24 appartenant a I'espece 
F .freudenreichil subsp shermanli . 

Les r^sultats de ce test sent decrits ci-dessous. 
10 Les bacteries ont 6t6 cultiv6es ^ 30^C sur milieu 

YEL pendant 2 jours (debut de phase stationnaire) . La densite 
optique a 650 nm etait respectivement de 2,28 et 2,64 pour 
TL 162 et TL 24. 

- Stress aclde 

15 Les cultures ont ete diluees au 1/10^™® dans du 

milieu S ( tryptone-lactate) a pH 2,5 (pH final de 3,0). Apres 
une incubation a 37**C pendant 45 min, les cultures ont ete 
centrifugees et les bacteries reprises dans le ^meitie volume de 
YEL. Des numerations ont ete faites avant et a la fin de 

20 1 ' incubation, et la reprise de la croissance a ete suivie par 
des mesures de DO pendant 5 jours a 37 °C. 

- Stress biliaire 

Les cultures initiales ont ete centrifugees et 
les bacteries reprises dans un volume 10 fois superieur de 

25 YEL contenant 0,3 % de bile de boeuf (a --50 % de sels biliai- 
res) - Apres une incubation a 37**C pendant 90 min, les cultu- 
res ont ete centrifugees et les bacteries reprises dans le 
meme volume de YEL. Des numerations ont ete faites avant et a 
la fin de 1 ' incubation^ et la reprise de la croissance a ete 

30 suivie par des mesures de DO pendant 5 jours a 37 ®C. 

- Stress acide et biliaire successifs ^ 

Les bactferies ont subi un stress acide comme de- 
crit precedemment , mais apres centrif ugation, les cellules 
ont ete reprises dans du YEL contenant 0,3 % de bile. Apres 
35 une deuxieme incubation a 37 °C pendant 90 min, les cultures 
ont ete centrifugees et les bacteries reprises dans le meme 
volume de YEL. Des numerations ont ete faites avant et a la 
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fin des incubations et la reprise de la croissance a ete sui- 
vie par des mesures de DO pendant 5 jours a 37 ''C. 

Les r^sultats obtenus sont rapportes^ d'une part, 
sur le tableau 1 ci-dessous qui mentionne .1' influence des 
stress acide et/ou biliaire sur la viabilite des bacteries 
et, d' autre part, sur la figure 1 qui est un schema represen- 
tant la reprise de la croissance apres les diff brents stress. 



Tableau 1 







Viabilite (cfu/ml) 






Avant 


Apr^s 


Aprfes 






stress 


stress 


stress 








acide 


biliaire 


stress acide 


TL 162 


3,0 X 10^ 


9,7 X 10* 


/ 


seul 


TL 24 


4,0 X 10^ 


1,0 X 10'' 


/ 


Stress 


TL 162 


3,0 X 10^ 


/ 


4,4 X 10^ 


biliaire seul 


TL 24 


4,0 X 10^ 


/ 


4,7 X 10^ 


Stress 


TL 162 


3,0 X 10^ 


9,7 X 10* 


2600 


successifs 


TL 24 


4,0 X 10^ 


1,0 X 10' 


< 10 


On a 


ainsi pu 


etablir que 







- I'acidite entraine une mortalite importante des bacteries 
(96,8 % pour TL 162 et 97,5 % pour TL 24), ce qui explique 
un delai assez long pour la reprise de la croissance (Fi- 
gure 1) . 



- la bile n' entraine aucune mortalite des bacteries, d'ou 
une reprise tres rapide de la croissance. 

- lorsque 1 * on soumet les bacteries a la bile, apres un 
stress acide prealable, cela conduit a une mortalite quasi 
totale des bacteries. Ce resultat, totalement inattendu, 
indique done que des bacteries, qui ont subi un stress 
acide et qui toutefois restent viables, deviennent totale- 
ment sensibles a la bile alors que sans stress acide pre- 
alable, ces mSmes bacteries sont totalement r6sistantes 
aux sels biliaires. 

Tenant compte de cette situation, on a effectue 
des essais de preadaptation dans le but d' augmenter la resis- 



tance des bacteries. On salt en effet qu'un pre-stress acide 
(pH 4,5-5) protege ef f icacement les cellules centre un stress 
acide extreme (pH 2) . 

On a ainsi effectue trpis essais d'adaptation sur 

5 TL 162; : 

- pre-stress acide : incubation preliminaire des cellules a 
ST'^C pendant 30 min a pH 5 

- pr^-stress biliaire : incubation pendant 30 min en pre- 
sence de 0,08 % de bile 

10 - pre-stress acide et biliaire : incubation pendant 30 min a 
pH 5 et en presence de 0,08 % de bile. 

On a applique le meme protocole que pr6c6demment 
et obtenu les resultats rapportes dans le tableau 2 ci- 
dessous : 

15 



Tableau 2 . 





Viability (cfu/ml) 


Avant stress 


Apres stress 
successif s 


Sans preadaptation 


3 X 10° 


2600 


Preadaptation acide 


3 X 10° 


100 


Preadaptation biliaire 


3 X 10° 


1400 


Preadaptation acide et 
biliaire 


3 X 10° 


< 100 



On a ainsi pu etablir qu'une preadaptation acide 
fragilise encore plus les cellules, alors qu'une 'pre- 

20 adaptation biliaire. est sans effet. 

Ces resultats ont done permis de mettre en evi- 
dence la necessite de traiter les stress success ivement, et 
non pas separement coinme decrit dans la plupavrt des etudes 
qui ont ete real i sees dans ce domaine. 

25 On peut ceperidant supposer- qu ' in vivo les condi- 

tions sont moins drastiques pour les bacteries (effet tampon 
de 1' aliment dans I'estomac, effet bactericide moindre des 
sels biliaires sous forme micellaire avec les phospholipi- 
des) . 
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Compte tenu de ce qui precede, pour augmenter la 
quantite de bacteries viables, une amelioration de leur re- 
sistance au pH acide n'est pas efficace puisque les bacteries 
restent sensibles a I'effet des sels biliaires. 

5 En revanche, en protegeant les bacteries du 

stress acide, en particulier en les ingerant pr6conditionn6es 
dans des gelules gastroresistantes, on peut retrouver dans 
les feces des bacteries naturellement r6sistantes k la bile, 
ce a un niveau eleve de viability - 

10 Compte tenu de ces resultats, on a effectue un 

test complementaire pour comparer 1' aptitude de diff§rentes 
souches de bacteries propioniques a produire des quantites 
importantes d' acide propionique apres avoir €tk mises en con- 
tact avec des sels biliaires, 

15 Dans ce test, on a compare 33 souches de bacte- 

ries propioniques laitieres appartenant a la collection TL du 
LRTL (INRA de Rennes) selon leur aptitude a survivre en pre- 
sence de bile et a produire ensuite de 1* acide propionique : 

- 20 souches appartenant a I'esp^ce P. freudenreichii subsp 
20 shermanii 

- 6 souches appartenant a I'espece P. freudenreichii subsp 
freudenreichii 

- 7 souches appartenant a I'espece P. acidipropionici 

Le protocole operationnel a ete le suivant : 
25 Des cultures en debut de phase stationnaire (2 a 

3 jours de culture en milieu YEL incube a 30°C) ont ete di- 
luees au 1/10^""^ dans du milieu YEL contenant 0,6 % de bile de 
bceuf (environ 7-8 mmol/1) • Cette. concentration en bile a ete 
choisie de fagon a discriminer au mieux les souches entre el- 
30 les et constitue des teneurs en sels biliaires du meme ordre 
que celles rencontr^es dans le duodenum. 

Les dilutions ont 6te incubees ^ 37*0 pendant 
90 min, puis centrifugees. Les bacteries ont et6 reprises 
dans du milieu YEL (volume initial) et remises a incuber a 
35 37**C. 

Apres 24 h d ' incubation, la DO a 650 nm a §te me- 
suree pour evaluer la reprise de la croissance. Le surnageant 



a ete recolte puis congele pour doser les acides gras vola- 
tils. 

Pour certaines souches. Inexperience a ete renou- 
velee de fa?on a confirmer les resultats. 

Les valeurs des densites optiques . a 650 nm avant. 
le stress biliaire et 24 h apres la fin du stress, sont rap- 
portees dans le tableau 3 ci-dessous : 




Tableau 3 



S ouches : 


lA./ CtVCUil^ X6 




% de DO a. 








24 h/DO ini- 








tdale 




- Ciil CI A<S/ Aw/ 














TT 1 9 R 
1 Li O 


0,32 


2, 02 


63 


ILi X J 4 


0 29 - 0 26 


2 60 - 2,04 


90 - 78 


1 Li J. fi 4 


0 39 


3, 62 


93 


i Lj L fi O 


0/ 27 


1, 56 


58 


iLi L4 / 


0 28 


1, 23 


44 


TT 1 ^ P 
1 Li ±HO 


0 23 


0, 04 


2 


TT T ^^n 

i Lj L DU 


0 36 - 0 32 


4 67 - 4.03 


130 " 126 


TT 1 ^9 
i Li L 


0 26 


1, 05 


40 


TT 1 
i Lj Loo 


0 32 


0, 57 


18 


TT /I 
i Lj 4 


0 32 


0, 29 


9 


TT T ^ 
ILi Lft 


0 23 


0,73 


32 


TT 1 1 
i Lj L / 


0 29 


0, 55 


19 


TT O O 
J. Li ZZ 


0 28 


1, 39 


50 


TT O ^ 
ILi Z4 


n 2R 


1, 65 


59 


1 Li L QZ 


0, 20 


2, 08 


104 




n 9fi — n 27 


40 - 3 87 


131 - 143 


rpT C f\ 

TL OU 


u , z 0 


2 05 


79 


ILi oL 


n 2*^ 


1 31 


57 


TT C '3 

ILi bo 


n 27 - 0 26 


3 26 - 3.55 


121 - 137 


TT ^ n 

iLi H\J 


0 30 


1, 46 


49 










TL 142 


0,34 - 0,31 


2,95 - 2,80 


87 - 90 


TT "3 

iLi O 


n 24 


2 66 


111 


rpT 1 Q 

TL i y 




2 66 

^ , sJ U 


89 


TL O / 


n 2^^ 


179 


78 


•TIT "3 O 

TL 33 


u , z 0 


2 38 


92 


TL o4 


n 9Q 


0 31 

U , oiJ X 


11 


TL 2 


0,38 


2,30 


61 


TL 9 


0,34 


2,29 


67 


TL 15 


0,34 


3,09 


91 


TL 54 


0,34 


1,39 


41 


TL 47 


0,20 


0,22 


11 


TL 223 


0,29 - 0,38 


2,59 - 2,91 


89 - 77 


TL 249 


0,44 


3,40 


77 



II est a noter que pour certaines souches, la DO 
finale est superieure a la DO initiale, ce qui peut 



s'expliquer par la croissance reprise a 37 °C et non a 30°C 
comme initialement . 

En fonction des resultats obtenus, on peut sche- 
. matiquement distinguer trois groupes de souches : 
5 - les souches se distinguant par une reprise rapide de la 
croissance, indiquant une faible mortalite des cellules 
due a la bile (parmi elles TL 34, TL 160, TL 63, TL 33, 
TL 15, TL 3, TL 162) , 

- des souches tres peu resistantes a la bile, presentant une 
10 reprise de la croissance tres faible ou nulle (TL 148, 

TL 4, TL 64, TL 47) , 

- des souches intermediaires, caracterisees par une mortali- 
te moder^e due ^ la bile (TL 146, TL 147, TL 167, TL 168, 
TL 14, TL 17, TL 22, TL 24, TL 61, TL 40, TL 54). 

15 Seules les souches poss6dant un ratio [(DO a 

24 h/DO initiale).v. X 100] superieur ^ .60 % (seuil choisi arbi- 
trairement): ont..^et6 : s61ectionn6es pour, la mesure .du lactate, 
de 1' acQ^tia.tie>#et du> ip^ppionBte-ii^pa^iSirHP^Ee'^da^ surnageant s 

congeles^^ La*^itene\afl?^ in;i^ial^ dui^^mili^eaa^^EITTenv la^ etait 

20 de 11,4 g4l. 

Les concentrations en lactate, acetate et propio- 
nate des' surnageants reGuperes ap.res 24 h d' incubation, sont 
rassemblees dans le tableau 4 ci-dessous. 
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Tableau 4 



Souches : 


Lactate 
oonscnne 


Acetate 
pzoduit 


Propionate 
produit 


(en g/1) 


P. sbezmanii . 

TL 125 


5,6 


0,6 


2,4 


TL 134 


8,9 - 7,3 


0,9 - 0,9 


4,0 - 3,4 


TL 144 


8,8 


1,1 


4,6 


TL 160 


9,9 - 8,8 


1,3- - 1,1 


4,7 - 4,6 


TL 162 


5,3 


0, 6 


2,3 


TL 34 


9,7 - 10,1 


1,0 - 1,2 


4,9 - 4,7 


TL 50 


6,6 


0, 6 


3,7 


TL 63 


9,1 - 10,0 


1,0 - 1,1 


4,4 - 4,4 


P. freanderwpidhi 

TL 142 


8,1 - 8,2 


0,9 - 0,9 


4,5 - 4,0 


TL 3 


7,8 


0,9 


3,6 


TL 19 


6,6 


0,7 


3,7 


TL 37 


5,5 


0, 6 


2,5 


TL 33 


7,2 


0,8 


3,4 


P. acidiprcpianici 

TL 2 


2,7 


0,4 


1,5 


TL 9 


5,3 


0, 6 


2,4 


TL 15 


3,7 


0,4 


2,0 


TL 223 


2,8 - 3,8 


0,4 - 0,4 


1,8 - 1,7 


TL 249 


5,2 


0, 6 


3,2 



Ce tableau montre que de maniere previsible, la 
quantite de propionate produit est correl6e avec le degre 
d' utilisation du lactate. 

D'une fa?on generale, les souches appartenant a 
I'espece F.acidipropionici produisent moins d' acide propionic 
que que les souches de I'espece F . freundenreichii en 24 h. 

Au vu des resultats rapportes ci-dessus, certai- 
nes souches s'averent §tre de meilleurs candidats en matiere 
de production de propionate apres 1' action de la bile. II 
s'agit des souches produisant au moins 3 g/1 de propionate 
dans les conditions decrites ci-dessus : 

TL 134, TL 50, TL 3, TL 19, TL 33, TL 249, 
et de preference plus de 4 g/1 de propionate : 

TL 160, TL 144, TL 34, TL 63, TL 142. 



Compte tenu de ce qui precede at conf ormement a 
une caracteristique pref erentielle de 1' invention, les bacte- 
ries propioniques utilisees sont choisies parmi les souches 
produisant de I'acide propionique en quantite physiologique- 

. 5 ment significative et en particulier parmi les souches pro- 
duisant au moins 3 g/1 d' acide propionique et/ou de 
propionates et, de preference, plus de 4 g/1 d'acide propio- 
nique et/ou de propionates apres avoir' ete cultivees ^ 30^*0, 
dans du milieu YEL renfermant environ 11/4 g/1 de lactate 

10 pendant 2^3 jours, puis dilutes au 1/10^"*® dans un milieu 
YEL contenant 0,6 % de bile de boeuf, incubees ^ 37®C pendant 
90 min, centrifugees, reprises dans du milieu YEL et remises 
ii incuber a 37 °C pendant 24 heures, 

Un autre critere de selection pouvant etre pris 

15 en compte conf ormement a 1' invention correspond aux propri6- 
tes d' adh6sdon '^desv souches sur l^s .colonocytes : des souches 
douees de bonnes- proprietes d'v,adh6sion presentent en effet 
I'avantage '^de^ demeureB^^pius^^longt^em^^^^^ colon, ce qui 

leur laisse^ploas^^e ^emps„ pour «.synth:§tisex 1' acide^^ propioni- 

20 que ; de plus, les^^ouches^^^^qud ..se ,f ixent , peuvent prendre la 
place des agents ^pathogenes*. 

II est a noter-r que pour.. obt:enir 1' effet recher- 
che, il n'est pas envisageable de faire absorber I'acide pro- 
pionique lui-meme vu que du fait de la chaine metabolique 

25 humaine il ne pourrait pas parvenir au colon et que, de plus, 
il a ete montre qu' il est nocif a haute dose pour I'estomac. 

Parmi les effets benefiques attribu6s aux acides 
gras volatils a chaine courte synth6tises au niveau du colon 
et en particulier a I'acide acetique et surtout A I'acide 

30 propionique, on peut noter leur r61e au niveau de 
1' assimilation des principaux mineraux et notamment du cal- 
cium, du fer, du zinc ou encore du magnesdum,^-; ont a en^ef fet 
pu etablir rque 1' axsdd^^-^pxopionique" et ', dans une*^m©Andre me- 
sure, I'acide acetique peut favoriser 1' absorption colique de 

35 ces mineraux et 1' utilisation par I'organisme de la fraction 
absorbee. 

II s'agit la d'un effet particulierement interes- 
sant vu que 1' assimilation des mineraux s'accompagne d' effets 
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fonctionnels tels qu'a titre d'exemple la correction de 
I'anemie pour le fer ou la mineralisation osseuse pour le 
calcium. 

II est a npter que, si cette action n'a pas pu 
5 jusqu'a aujourd'hui etre prouvee de maniere precise, les etu- 
des experimentales et cliniques, qui ont 6t6 effectuees, 
fournissent un faisceau d' arguments concordants a I'appui 
d'un effet favorable de I'acide propiohique et des propiona- 
tes et, dans une moindre mesure, de I'acide acetique et des 

10 acetates sur le metabolisme de ces mineraux ; cet effet est 
vraisemblablement plus important lorsque les conditions de 
digestion sont mauvaises, ce qui conduit a amener une quanti- 
te importante de mineraux non absorbes par I'intestin grele 
au niveau colique, et lorsque les besoins sont eleves. 

15 L' existence de relations entre les acides gras 

volatils a chaine courte et le metabolisme des mineraux a no- 
tamment 6te suggeree par des Etudes ayant utilise des fibres 
solubles- On a ainsi pu etablir que les polysaccharides ou 
oligosaccharides non diger^s par les enzymes digestives et 

20 qui sont done fermentes en acides gras volatils k chaine 
courte {notamment en propionates) par la flore colique aug- 
mentent 1' absorption des mineraux tels que le calcium, le fer. 
ou le zinc et que cette augmentation est d'autant plus nette 
que les conditions sont pathologiques (carences, gastrectomie 

25 . . . ) . 

Des etudes de perfusion colique et a contrario 
1' absence d' effet chez des sujets cSlectomises a permis de 
confirmer la localisation du site d' action au niveau colique, 

II a en outre et6 constate que ces actions 
30 s' accompagnent d'une baisse du pH et d'une synthese d' acides 
gras volatils a chaine courte ; ceci suggere 1' intervention 
de ces acides par le biais d'une fermentation, ce d' autant 
plus que I'on a verifie que les fibres insolubles, non fer- 
mentescibles, n'ont pas d' effet. De plus, il a ete etabli que 
35 le caecum est hypertrophic et que le debit sanguin colique 
augmente, ce qui temoigne d'un effet trophique. 

Les etudes cliniques effectuees sur ce sujet sont 
peu nombreuses, mais permettent de confirmer que les effets 



15 



des fibres solubles sont obtenus par fermentation colique et 
de montrer directement I'effet des acides gras volatils a 
chaine courte sur 1' absorption des mineraux. 

Parmi ces etudes, on peut mentionner la publica- 
5 . tion « Trinidad TP^ . Wolever TMSr Thompson LUr Effect of. ace-r 
tate and propionate on calcium absorption from the -rectum and 
distal colon of humans. Am J Clin Nutr 1996 ^ 63/ 574-83 » qui 
rend coitipte d'essais dans lesquels on ' a perfuse directement 
le colon distal de sujets sains avec de I'acide ac6tique, de 

10 I'acide propionique ou leur association a concentration phy- 
siologique ; on a ainsi 6tabli que la disparition du calcium 
de la lumiere colique est augmentee par les deux acides gras 
volatils a chaine courte, mais de fagon signif icativement 
plus importante par I'acide propionique ; cette etude a ega- 

15 lement montr6 un effet dose a I'appui d'un systdme 
d' absorption non saturable. Les auteurs ont sugg6re que la 
plus grande lipophilie de I'acide propionique compare a 
I'acide acetique pourrait favoriser son absorption et la li- 
beration dans le colonocyte de protons dont le passage dans 

20 la lumiere digestive favoriserait 1' absorption du calcium. 

Compte tenu de ce qui .precede, il est propose, 
conformement a 1' invention, d'appliquer 1' utilisation susmen^ 
tionnee de bacteries propioniques appartenant a des souches 
sp6cifiques s^lectionnees, a I'obtention d' une composition 

25 susceptible de favoriser et d'optimiser 1' assimilation des 
principaux mineraux en particulier du calcium et/ou du fer 
et/ou du zinc et/ou du magnesium. 

Selon une variante de 1' invention, il est 6gale- 
ment propose d'appliquer cette utilisation a I'obtention 

30 d'une composition ayant des- proprietes antif ongiques (?) au 
niveau du colon et, en particulier, susceptible d' y r6duire 
le dfeveloppement de mycodermes pathogenes du type Candi- 
da /muguet . 

Cette utilisation conduit, en fait a tirer profit 
35 des excellentes proprietes antif ongiques (?) de I'acide pro- 
pionique notamment pour le traitement des candidoses dues aux 
antibiotiques . 
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II est a noter que la composition utilisee con- 
formement a 1' invention peut, le cas echeant, renfermer des 
bacteries autres, en particulier des bacteries lactiques 
et/ou des bacteries bifides susceptibles d'agir en synergie 

5 avec les . bacteries propioniques de f agon a augmenter les ef-^ 
fets susmentidnnes en leur fournissant du lactate en tant que 
substrat f ermentescible. 

La composition utilisee conformement a 1' inven- 
tion peut Stre constitute par une preparation seche ou deshy- 

10 dratee se presentant sous forme de fractions individuelles 
d' environ 100 mg a 1 g, de preference de 200 a 500 mg, ren- 
fermant de preference au moins 10^ cellules ; elle peut en 
particulier avantageusement se presenter sous la forme de ge- 
lules gastroresistantes . 

15 Salon une autre caractSristique de 1' invention, 

cette composition peut tgalement etre constitute par une pre- 
paration elaborte, les bacteries propioniques etant ajoutees 
ou assocites a des fibres alimentaires ou encore ajoutees ou 
incorporees dans des aliments fermentes liquides, pSteux bu 

20 solides. 

Dans une telle preparation^ les bacteries propio- 
niques jouent un double role, a savoir technologique dans un 
premier temps a travers la fermentation d' aliments et fonc- 
tionnel dans un second temps, puisqu' une fois ingerees, elles 
25 sont capables d'atteindre le colon et d'y jouer le role pro- 
biotique susmentionne, en particulier au niveau de 1' optimi- 
sation de la synthese d'acide propionique et de 1' optimisa- 
tion de 1' assimilation des mineraux. 



• m 

REVENDICATIONS 
1°) Utilisation de bacteries propioniques appartenant a des 
souches peu autolytiques, select ionnees en fonction de leur 
aptitude a resister aux sels biliaires pour I'obtention d' une 
5 composition d' alimentation courante ou. d'une compositiori die- 
tetique ou medicament euse absorbable elaboree pour que les 
bacteries soient protegees au moins partiellement vis-a-vis 
de I'acidite gastrique^ renfermant "au moins 10^ cellu- 
les/gramme de ces bacteries^ susceptible de stimuler et 
10 d'optimiser la synthese de quantitfes physiologiquement signi- 
f icatives d' acide propionique et/ou de propionates et le cas 
echeant d' acide acetique et/ou d' acetate au niveau du colon 
par fermentation bact6rienne ana6robie. 

15 2°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 

les bacteries propioniques utilisees sont choisies parmi les 
souches produisant de 1' acide propionique en quantite physio- 
logiquement significative • 

20 

. 3°) Utilisation selon la revendication 2, 
caracterisee en ce que 

les bacteries propioniques utilisees sont choisies parmi les 
souches produisant au moins 3 g/1 d' acide propionique et/ou 

25 de propionates et, de preference, plus de 4 g/1 d' acide pro- 
pionique et/ou de propionates apres avoir ete cultivees a 
SO^'C, dans du milieu YEL renfermant environ 11,4 g/1 de • lac- 
tate pendant 2 a 3 jours, puis diluees au 1/10^"*® dans du mi- 
lieu contenant 0,6 % de bile de bceuf, incubees a 37**C pendant 

30 90 min, centrif ug6es, reprises dans du milieu YEL et remises 
a incuber a 37 ''C pendant 24 heures, 

4*") Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, pour I'obtention d'une composition susceptible de favo- 
35 riser 1' assimilation des principaux mineraux, en particulier 
du calcium et/ou du fer et/ou du zinc et/ou du magnesium. 
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5°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, pour I'obtention d'une composition ayant des proprietes 
antifongiques au niveau du colon et, en particulier, suscep- 
tible de reduire le developpement de mycodermes (?) pathoge- 
nes du type Candida /muguet. 

6**) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 



caracteris^e en ce que 

les bacteries propioniques appartiennent k des souches douees 
de propri6t6s d' adhesion sur les colonocytes, 

7°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 6, 

caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation seche ou 
deshydratee se presentant sous forme de fractions individuel- 
les d' environ 100 mg a 1 g de preference de 200 a 500 mg, 
renfermant de pr6f6rence au moins 10® cellules. 

8"*) Utilisation selon la revendication 7, 
caracterisee en ce que 

la composition se presente sous la forme de gelules gastrore- 
sistantes . 

9°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 

a 8, ' . 

caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation elaboree, 
les bacteries propioniques etant ajoutees ou associees a des 
fibres alimentaires . 

10**) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 8, 

caracterisee en ce que 

la composition est constituee par une preparation elaboree, 
les bacteries propioniques etant ajoutees ou incorporees dans 



a 5, 



• # 



des aliments tels que des aliments fermentes, liquides, pa- 
teux ou solides. 

11*") Utilisation se.lon 1' une. quelconque des reyendications 1 
a 9, / 

caracterisee en ce que 

la composition renferme des bacteries lactiques et/ou des 
bacteries bifides. 
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des fibres solubles sont obtenus par fermentation colique et 
de montrer directement I'effet des acides gras volatils a 
chaine courte sur 1' absorption des mineraux. 

Parmi ces etudes, on peut mentionner la publica- 
tion « Trinidad TP, Wolever TMS, Thompson LU, Effect of ace- 
tate and propionate on calcium absorption from the rectum and 
distal colon of humans. Am J Clin Nutr 1996, 63/ 574-83 » qui 
rend compte d'essais dans lesquels on a perfuse directement 
le colon distal de sujets sains avec de I'acide ac^tique, de 
I'acide propionique ou leur association a concentration phy- 
siologique ; on a ainsi etabli que la disparition du calcium 
de la lumiere colique est augmentee par les deux acides gras 
volatils a chaine courte, mais de fagon signif icativement 
plus importante par I'acide propionique ; cette etude a ega- 
15 lement montre un effet dose a I'appui d'un systeme 
d' absorption non saturable. Les auteurs ont suggere que la 
plus grande lipophilie de I'acide propionique compare a 
I'acide acetique pourrait favoriser son absorption et la li- 
beration dans le c61onocyte de protons dont le passage dans 
la lumiere digestive favoriserait 1' absorption du calcium, 

Compte tenu de ce qui precede, il est propose, 
conform^ment a 1' invention, d'appliquer 1' utilisation susmen- 
tionnee de bacteries propioniques appartenant a des souches 
specif iques selectionn6es, ^ I'obtention d'une composition 
susceptible de favoriser et d'optimiser 1' assimilation des 
principaux mineraux en particulier du calcium et/ou du fer 
et/ou du zinc et/ou du magnesium. 

Selon une variante de 1' invention, il est egale- 
raent propose d'appliquer cette utilisation a I'obtention 
d'une composition ayant des propri^tes antif ongiques au ni- 
veau du c61on et, en particulier, susceptible d' y reduire le 
developpement de mycodermes pathog^nes du type Candi- 
da /muguet. 

Cette utilisation conduit, en fait ^ tirer profit 
des excellentes proprietes antif ongiques de I'acide propioni- 
que notamment pour le traitement des candidoses dues aux an- 
tibiotiques . 
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5°) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, pour I'obtention d'une composition ayant des proprietes 
antif ongiques au niveau du colon et, en particulier, suscep- 
tible de reduire le deyeloppement.de mycodermes pathogenes du. 
type candida/muguet . 

6**) Utilisation selon I'une" quelconque des revendications 1 
a 5, 

caracterisee en ce que 

las bacteries propioniques appartiennent a des souches douees 
de proprietes d' adhesion sur les colonocytes- 

7**) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
a 6, 

caract6ris6e en ce que 

la composition est constitute par une preparation seche ou 
deshydratee se presentant sous forme de fractions individuel- 
les d' environ 100 mg.^a 1 g^der^prAefee^rence ^de 200va 500 ing, 
renfermant- de prefe25.ence^au modrnstjlO® celj-ules.^ 

8°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que.- 

la composition se presente sous la forme de gelules gastrore- 
sistantes . 

9**) Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 
caracterisee en ce que 

la composition est constitute par une preparation tlaboree, 
les bacteries. propioniques ttant aj^outtes- ou assocites-t^ des 
fibres alimentaires • 

10°) Utilisation se*lon^ 1' une- que-l'eonqueM des^^^^ rev-e^fd-ications 1 
a 8, 

caracterisee en ce que 

la composition est constitute par une preparation elaboree, 
les bacteries propioniques etant ajouttes ou incorporees dans 
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